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Resumé 
I 2008 døde 608.000 mennesker på verdensplan grundet coloncancer, hvilket vigtiggør 
forskning. Forskningen inden for epigenetikken er de seneste år blevet tillagt voksende 
betydning for carcinogenese, hvorved epigenetiske ændringer efterhånden accepteres på 
lige fod med genetiske ændringer. Epigenetiske modificeringer har stor indflydelse på 
regulering af onkogener og tumor supressor-gener gennem blandt andet DNA 
methylering, og reversibiliteten af epigenetiske modificeringer kan skabe nye 
muligheder inden for fremtidig cancerbehandling. I dette projekt blev genekspression af 
DNA methyltransferaserne; DNMT1, DNMT3a og DNMT3b, og de methylbindende 
proteiner; MBD2, MeCP2 og Kaiso, undersøgt i coloncancer cellelinjernene; SW480, 
DLD-1 og HCT116. Dette er udført eksperimentelt gennem Hot Start PCR og agarose 
gelelektroforese. Vi fandt genekspression for DNMT1, DNMT3b, MBD2 og MeCP2 i 
alle tre coloncancer cellelinjer, og genekspression af Kaiso i SW480 og DLD-1. 
Genekspressionen af DNMT3a kunne ikke bestemmes i de undersøgte coloncancer 
cellelinjer. 
Abstract 
608,000 people died worldwide in 2008 due to colorectal carcinoma, which makes 
cancer research essential. In recent years, research within epigenetics has become of 
growing importance to carcinogenesis, therefore epigenetic modifications are now 
accepted on same terms as genetic changes. Epigenetic modifications are of great 
importance in regulation of oncogenes and tumor suppressor genes, partly through DNA 
methylation. Furthermore, the reversibility of epigenetic modifications can provide new 
possibilities in future cancer treatment. In this project gene expression of the following 
DNA methyltransferases; DNMT1, DNMT3a and DNMT3b, and of the methyl binding 
proteins; MBD2, MeCP2 and Kaiso, was investigated in the colon cancer cell lines; 
SW480, DLD-1 and HCT116. This was tested experimentally with Hot Start PCR and 
agarose gel electrophoresis. We found gene expression of DNMT1, DNMT3b, MBD2 
and MeCP2 in all three colon cancer cell lines. Gene expression of Kaiso was found in 
SW480 and DLD-1. Gene expression of DNMT3a could not be determined in the 
investigated colon cancer cell lines.
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Indledning  
I 2008 døde 7,6 millioner mennesker på verdensplan af cancer (WHO, 2011), og 
608.000 af tilfældene var grundet coloncancer (GLOBOCAN, 2010). Derfor er 
forskning inden for området omfangsrigt og vigtigt for blandt andet at sikre en bedre 
diagnostik og effektiv behandling.  
Proliferation er den mest velkendte af processerne, der er kendetegnende for cancer 
(Weinberg, 2007). Cancer foregår cellulært og kan opstå i alle vævstyper. For at en 
normal celle kan transformeres til en cancercelle, skal der opfyldes flere forskellige 
kriterier, før cancercellen afviger fra den normale celle. Dette ses typisk ved ændringer i 
tumor suppressor-gener (TS-gener) og i proto-onkogener, som transformeres til 
onkogener, gennem blandt andet genetiske og epigenetiske modifikationer. Ændringer i 
DNA reparationsgener kan også medvirke til udviklingen af cancer ved at øge 
hyppigheden af mutationer. Onkogener er kendetegnet ved at hindre cellulær apoptose 
og muliggøre ukontrolleret celledeling, hvorimod TS-gener er med til at sikre en normal 
cellevækst og modvirke cancer. Epigenetiske modifikationer og deres betydning i 
cancer er nu alment accepteret (Jones & Baylin, 2002), og epigenetiske ændringer kan 
derfor sidestilles med de mere velkendte genetiske ændringer. Disse genetiske 
ændringer kan være mutationer, deletioner og translokationer, når man taler om 
indflydelse på regulering af TS-gener og onkogener. Modsat genetiske, er de 
epigenetiske faktorer reversible og skaber derfor nye muligheder inden for behandling 
af cancer. Forskning inden for epigenetiske ændringer i cancer, for eksempel DNA 
methylering som der fokuseres på i denne rapport, er et område i konstant udvikling. 
Endnu mange års forskning er stadig krævet for at udvikle og optimere epigenetisk 
cancerbehandling.  
Formål 
Formålet med projektet er at undersøge genekspression af DNA methyltransferaserne; 
DNMT1, DNMT3a, DNMT3b og af methylbindende proteiner; MBD2, MeCP2 og Kaiso 
i coloncancer cellelinjernene: SW480, DLD-1 og HCT116. 
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Carcinogenese  
I 2011 udgav Hanahan og Weinberg artiklen ”Hallmarks of Cancer: The Next 
Generation”, hvori de beskriver en lang række karakteristiske kendetegn for en 
cancercelle (Hanahan & Weinberg, 2011). I det følgende vil de forskellige trin i 
udviklingen af cancer og maligne tumorer beskrives med udgangspunkt i Hanahans og 
Weinbergs review samt Figur 1. 
 
Figur 1 viser de vigtigste kendte kendetegn og egenskaber for cancerudvikling, modificeret fra (Hanahan 
& Weinberg, 2011). 
Proliferation 
Det vigtigste kendetegn i udvikling af cancer, involverer cancercellers evne til at 
fastholde kronisk proliferation. Normale celler kontrollerer normal cellevækst og 
cellefunktion ved aktivering af vækst signaler samt antivækst signaler. Cancerceller 
opretholder prolifererende signaler, hvilket fører til øget cellevækst, og yderligere kan 
have indflydelse på eksempelvis celleoverlevelse og energiomsætning (Cheng, et al., 
2008). 
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Negativ vækstregulering 
Udover evnen til at fremkalde og opretholde positive vækststimulerende signaler, skal 
cancerceller også modstå regulering af negative vækstsignaler fra den normale celle. 
Cellens nedregulering af celleproliferation afhænger hovedsageligt af TS-generne, og 
der er næsten altid defekter eller mangler i TS-generne, hvilket hindrer hæmning af 
cellevækst (Hanahan & Weinberg, 2011). 
Apoptose 
Endnu et kendetegn i udviklingen af cancer er cancercellens evne til at modstå apoptose 
(Hanahan & Weinberg, 2011). Sker der defekter i en celle, vil cellen først prøve at 
reparere fejlen ved hjælp af TS-protein p53, som modvirker ukontrolleret cellespredning 
og maligne tumordannelser. p53 er normalt hæmmet, men ved defekter på en celle 
aktiveres p53 af en række enzymer og forhindrer yderligere celledeling. Derefter 
aktiveres generne for DNA-reparationsproteiner til at reparere defekten. Hvis dette ikke 
sker, indledes apoptose som følge af cellens vækstkontrol. Frigivelse af proteinerne Bax 
og Bak initierer apoptose, hvorefter cellens DNA kløves, og cellen dør (Adams & Cory, 
2007). Cancerceller undgår apoptose ved hjælp af flere strategier, hvoraf den vigtigste 
er evnen til at inaktivere p53 (Hanahan & Weinberg, 2011). Hvis hverken reparation 
eller apoptose er funktionelt i den defekte celle, kan det føre til cancer, men defekten 
skal finde sted i udvalgte gener. Det er kun defekter i proto onkogener, TS-gener eller 
DNA-reparationsgener, der kan lede til cancer, og der findes kun få hundrede af disse 
gener ud af cellens omkring 22.000 gener (Patea & Salzberg, 2010). Derudover skal der 
mere end én defekt til, før den normale celle udvikles til en cancercelle (Foghsgaard, et 
al., 2001). 
Replikation  
Et andet kendetegn er aktivering af replikativ udødelighed. De normale celler har en 
begrænsning på deres cellevækst og antal celledelinger. Cancerceller kan replikere 
ubegrænset og dette muliggør dermed makroskopiske tumorer (Hanahan & Weinberg, 
2011). Telomerer, som beskytter kromosomet, er involveret i denne udødelighedsevne 
(Blasco, 2005). Normalt forkortes telomerer naturligt efter hver replikation, og DNA har 
derved begrænset levetid. I cancerceller derimod aktiveres telomerase og sikrer at 
telomerernes længde opretholdes. Tilstedeværelsen af telomerase sikrer 
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Figur 2 viser cancercellers udvikling gennem 9 trin fra primær 
tumordannelse til etablerede metastaser flere steder i kroppen (Faltas, 2012). 
celleudødelighed, og aktiv telomerase opnås oftest gennem opregulering i cancercellen 
(Hanahan & Weinberg, 2011). 
Angiogenese 
Aktivering af angiogenese, som betyder dannelse af blodkar, er endnu et 
cancerkendetegn. Den tumor-associerede angiogenese opretholder cancercellens behov 
for næringsstoffer og ilt, samt afskaffelse af metabolisk affald og kuldioxid. I normale 
celler er angiogenese kun aktivt i nogle tilfælde, for eksempel sårheling, hvorimod der 
ved cancerudvikling næsten altid aktiveres angiogenese. Dette fører til at normalt 
inaktive kar aktiveres og danner nye kar, der opretholder en ekspanderende cancervækst 
(Hanahan & Weinberg, 2011).   
Invasion og metastasering 
Cancercellen adskiller sig fra den 
normale celle ved at metastasere 
via blodbanen og lymfekarrene 
(Hartwell & Kastan, 1994). Figur 
2 viser cancercellens udvikling, 
fra at cancerceller prolifereres og 
danner en tumor, til dens invasive 
adfærd via blodbanerne eller 
lymfekarrene og 
metastasedannelse. Den invasive 
evne og aktivering af metastaser 
er endnu et udviklingstrin mod 
cancer. Dette trin opnås ved hjælp 
af epitel-mesenkymal forandring (EMT), som er en proces hvor epitelcellerne mister 
deres fastholdelsesevne til omkringliggende celler. Dette bevirker at cellerne isoleres, 
bliver bevægelige og opnår resistens mod apoptose (Klymkowsky & Savagner, 2009). 
 
 
5 
 
Energimetabolisme og immunsystemet 
De ovenstående kendetegn er alment accepteret, men nyere forskning inden for cancer 
har ledt til forslag til to nye kendetegn og egenskaber af cancer (Hanahan & Weinberg, 
2011). Det ene kendetegn er cancercellens omprogrammering af den cellulære 
energimetabolisme, som giver næring til vævet og fysiologiske processer. 
Omprogrammeringen muliggør øget formering og proliferation og skaber genom 
ustabilitet og mutationer. Et af de vigtigste krav, for at kendetegnet kan opnås, er at der 
sker genome ændringer i cancercellerne. Disse ændringer opnås ved øgede mutationer, 
men kan også opnås gennem epigenetiske ændringer som efterfølgende kan nedarves 
(Jones & Baylin, 2007). Det andet kendetegn er cancercellers evne, til at undgå at blive 
udryddet, under angreb af immunforsvaret, ved at forårsage tumorfremmende 
inflammation. Denne inflammation tilfører bioaktive molekyler til tumorvævet, som for 
eksempel vækstfaktorer og overlevelsesfaktorer, og disse fremmer cancercellens 
udvikling. Derfor har inflammation stor betydning for de andre kendetegn, da den for 
eksempel muliggør øget cellevækst ved tilførsel af næringsstoffer (De Nardo, et al., 
2010). 
 
De forskellige kendetegn for cancer, som er gennemgået i denne rapport, dækker over 
de kendte kendetegn, men Hanahan og Weinberg er overbevist om, at videre forskning 
vil øge viden om cancer og derved udbygge den allerede eksisterende viden, men også 
føre til opdagelsen af flere kendetegn (Hanahan & Weinberg, 2011).  
Epigenetik og cancer 
Epigenetik er ændringer i generne, som ikke stammer fra ændringer i DNA sekvensen 
og defineres ved: ”The sum of the alterations to the chromatin template that collectively 
establish and propagate different patterns of gene expression (transcription) and 
silencing the same genome” (Allis, et al., 2007). Epigenetiske ændringer, blandt andet 
DNA methylering, kan aktivere eller inaktivere gener og på den måde øge udviklingen 
af cancer (Hanahan & Weinberg, 2011). DNA methylering udføres ved hjælp af 
enzymerne DNA methyltransferaser (DNMT’er), som sætter en methylgruppe på 
cytosin, i CpG dinukleotiderne. Methylbindende proteiner (MBD’er) genkender denne 
methylering og binder sig til DNA, hvor de kan rekruttere andre proteiner (for eksempel 
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histon deacetylaser, HDAC’s) for at danne et proteinkompleks. Denne konstellation er 
medvirkende til, at kromatin opnår en heterokromatin tilstand, og derved ikke kan 
transskriberes (Salozhin, et al., 2005). I normale celler er der oftest methylering ved 
CpG sekvenser, men sjældent ved CpG øer som befinder sig ved promoter regionen 
(Illingworth & Bird, 2009; Jones & Baylin, 2002). I cancerceller derimod er der oftest 
lokal hypermethylering ved CpG øerne, som inaktiverer TS-gener, og global 
hypomethylering som aktiverer onkogener og medfører ustabilt DNA (Jones & Baylin, 
2002). Det bliver stadig mere åbenlyst at DNA methylering er en medvirkende faktor til 
dannelsen af cancer, og derfor er epigenetik efterhånden et udbredt forskningsområde. 
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DNA modificering 
I dette afsnit beskrives kromatinstrukturer, histon-modificeringer og DNA methylering. 
Dernæst beskrives DNA methyltransferaserne: DNMT1, DNMT3a og DNMT3b, og de 
methylbindende proteiner: MDB2, MeCP2, Kaiso, deres specifikke kendetegn, 
funktioner og samarbejde med hinanden.  
 
Kromatin er betegnelsen for en yderst kondenseret og tætpakket polymer bestående af 
eukaryotisk DNA og histonproteinerne H1, H2A, H2B, H3 og H4. Nukleosomet er den 
simpleste enhed i kromatin og består af 145-147 basepar (bp) DNA viklet omkring to 
dimerer og en tetramer af histonproteiner. Heterodimererne består af histonproteinerne 
H2A og H2B, tetrameren består af to af hver af H3 og H4 og sidder parret sammen H3-
H4 (Luger, et al., 1997). Dette ses på Figur 4. Nukleosomerne bliver sat sammen ved 
hjælp af den positivt ladede femte ’linker’ histon H1 og danner en kromatin fiber med 
en tykkelse på cirka 30 nm. Kromatinfibre former ’loops’ for at pakkes tættere sammen, 
og disse ’loops’ ligges lag på lag og danner tilsammen et kromatid, der samles og 
danner et kromosom (Ghirlando & Felsenfeld, 2013), dette ses i Figur 3. 
 
 
Hver enkelt histonhale kan modificeres på flere forskellige måder, såsom: acetylering 
og deacetylering (-CH3CO-), fosforylering og defosforylering (-PO43-), og methylering 
og demethylering (-CH3). Ved for eksempel histon deacetylering er det enzymerne 
histon deacetylase (HDAC’s), der deacetylerer histonhalerne, hvilket bevirker at 
kromatinstrukturen kondenseres og bliver til heterokromatin. Derved er transskribering 
Histoner 
30 nm fiber 
Loops 
Celle 
Kromosom 
Gen 
Nucleosomer 
Figur 4 Histonernes placering ved DNA 
foldning. Modificeret fra (Luger, et al., 
1997) 
Figur 3 Fra DNA til Kromosom. Modificeret fra (CEPMED, 2012) 
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ikke mulig, og generne inaktiveres. DNMT’erne og MBD’erne interagerer med 
HDAC’er og instruerer dem i hvor deacetyleringen skal foregå, ved at danne et 
kompleks med HDAC og andre regulerende proteiner (Baylin, 2005). Disse 
modificeringer ændrer de strukturelle og funktionelle egenskaber af kromatin. Kromatin 
med en løsere struktur er transkriptionelt aktivt og kaldes eukromatin. Eukromatin 
består hovedsagligt af kodende sekvenser og er involveret i transskription af DNA for 
blandt andet at producere proteiner. Heterokromatin er ekstremt kondenseret kromatin, 
hvorved transkriptionsfaktorer har sværere ved at påsætte sig DNA. Heterokromatin kan 
eksistere som konstitutivt heterokromatin, altså permanent inaktiveret kromatin, eller 
fakultativt heterokromatin, som oftest er inaktivt, men har mulighed for at blive 
aktiveret. 
DNA methylering 
Der differentieres mellem DNA methylering og protein methylering (for eksempel 
histonmethylering som nævnt ovenfor). De er begge epigenetiske modificeringer, men 
der vil være fokus på DNA methylering i denne rapport. 
 
DNA methylering foregår i varierende grad i alle eukaryote organismer, på nær gær 
(Allis, et al., 2007), og associeres med heterokromatin, da methylering er med til at 
forhindre transskription og derved ekspressionen af det pågældende gen (Salozhin, et 
al., 2005). DNA methylering kan i nogle tilfælde være til stede på kun den ene DNA 
streng, i disse tilfælde kaldes methyleringen for hemimethylering. Hypermethylering er 
når der sker omfattende methylering, og hypomethylering er når der fjernes methylering 
i forhold til den normale DNA streng. DNA methylering sker i cirka 80 % af tilfældene 
ved CpG dinukleotid sekvenser (Salozhin, et al., 2005), og når disse CpG sekvenser er 
meget ofte forekommende indenfor kortere strækninger på 1000-1500 bp, kaldes de for 
CpG øer. CpG øer er identificeret i promoterregionerne for alle House Keeping gener 
samt i 40 % af alle vævsspecifikke gener (Illingworth & Bird, 2009). I normalt 
fungerende celler er den kodende del af DNA (med kun enkelte CpG dinukleotid 
sekvenser) methyleret og CpG øerne altid hypomethyleret, hvorimod der i cancer celler 
ofte ses hypermethylering af disse øer (Jones & Baylin, 2002). 
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DNA methyltransferaser 
DNMT’er katalyserer påsættelsen af en methylgruppe så cytosinet i CpG 
dinukleotiderne bliver konverteret til 5-methylcytosin. Når dette er gjort genkender de 
methylbindende proteiner (MBD’er, se side 10) methylgruppen, påsætter sig DNA og 
tilkalder andre proteiner for at danne et multiproteinkompleks, der bidrager til en 
heterokromatin tilstand, så transskription ikke kan finde sted (Salozhin, et al., 2005). 
DNMT’er sørger for at methylere DNA enten de novo (fra start af) eller at 
vedligeholdelses methylere i forvejen hemimethyleret DNA efter DNA replikation. Alle 
DNMT’er består af et C-terminal methyltransferase katalytisk domæne, og en længere 
ikke-katalytisk N-terminal, se Figur 5. Det C-terminal katalytiske domæne flytter 
methylgrupper fra S-adenosylmethionin til cytosin i CpG dinukleotider (Bestor, 2000). 
Der findes flere isoformer af DNMT’erne, men de vil ikke diskuteres i denne rapport. 
 
DNMT1, DNMT3a og DNMT3b har overlappende funktioner og kan derfor ikke 
separeres fuldstændigt, når man taler om DNMT’er. For eksempel viser en 
undersøgelse, at DNMT1, 3a og 3b samarbejder, når DNA skal vedligeholdelses-
methyleres (Kim, et al., 2002). Endvidere samarbejder DNMT1 og DNMT3b under 
carcinogenese med at vedligeholde al methylering i coloncancer cellelinjen HCT116 
(Rhee, et al., 2002). 
Figur 5 N-terminal domænet og det C-katalytiske domæne for følgende DNMTer: DNMT1, DNMT3a og 
DNMT3b. På DNMT3a og DNMT3b ses PWWP sekvensen der er kendetegnet for de to DNMT’er. Figur 
modificeret fra (Robertson, 2002). 
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DNMT1 
Den mest omfattende DNMT i mammale celler er DNMT1, der bliver transporteret ind i 
cellekernen, hvor den binder sig til replikations foci og methylerer i forvejen 
hemimethyleret DNA (Lan, et al., 2010). DNMT1 er til stede i den tidlige 
embryonaludvikling, og den har stor betydning, da over- eller underekspression er 
dødeligt for embryoer (Branco, et al., 2008). Overekspression af DNMT1 er desuden et 
kendetegn ved flere cancerformer, og undersøgelser har vist at forskellige cancerceller, 
alt efter cancertype, afhænger forskelligt af DNMT1’s udtryk (Chen, et al., 2007). 
DNMT3a og DNMT3b 
DNMT3’erne har et unikt kendetegn, nemlig domænet proline-tryptophan-tryptophan-
proline (PWWP) som menes at skabe interaktioner mellem proteiner (Stec, et al., 2000). 
DNMT3a og 3b er per definition de novo DNMT’er, og de methylerer hypomethyleret 
dobbeltstrenget DNA under embryonaludviklingen (Xie, et al., 1999), og er blevet 
bevist uundværlige i dette stadie (Okano & Li, 2002). DNMT3a og DNMT3b skal 
begge være til stede, men kan muligvis erstatte hinanden til en vis grad (Cheng, et al., 
2003). I mennesker er der generelt et højt udtryk af DNMT3a og et mindre udtryk af 
DNMT3b, bortset fra i testikler, bugspytkirtlen og knoglemarven (Xie, et al., 1999). Der 
er vist en sammenhæng mellem overudtryk af enten DNMT3a eller DNMT3b og 
carcinogenese alt afhængig af cancertype (Robertson, et al., 1999). 
Methylbindende proteiner 
MBD’er er proteiner som genkender methylerede DNA-sekvenser (Salozhin, et al., 
2005; Wade, 2001). MBD’erne binder sig til DNA strengen ved de methylerede 
cytosinbaser og tiltrækker multiproteinkomplekser, som medvirker, at kromatin går fra 
eukromatin til heterokromatin konformation. Denne proces betyder, at MBD’erne er 
transskriptionelle repressorer, da transkriptionsfaktorerne (TF’erne) har svært ved at 
bindes til DNA i heterokromatin konformation, og MBD’erne fysisk blokerer for 
TF’erne. (Salozhin, et al., 2005). Der er i forskningsfeltet inden for epigenetik fundet 
mange forskellige MBD’er i mammale celler: MeCP1, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, 
MBD4 og nyligst Kaiso. MeCP2 og MBD1, MBD2, MBD3 og MBD4 indeholder alle 
et methylbindende motiv, som man hidtil har ment at være en uundværlig faktor for 
binding til methyleret DNA. Denne opfattelse er dog blevet udfordret ved opdagelsen af 
Kaiso, som ikke har et methylbindende motiv, men i stedet binder sig med tre 
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Zinkfingre (Prokhortchouk & Hendrich, 2002). MBD’erne har, på nær Kaiso, 
overlappende DNA-sekvens specificitet, og derfor ville man forvente, at de kæmper om 
samme methyleringssted. Det viser sig dog, at MBD’erne har forskellige præferencer og 
bindes til forskellige foretrukne DNA-sekvenser (Klose, et al., 2005). I denne rapport 
vil der blive fokuseret på tre MBD’er; MeCP2, MBD2 og Kaiso, da disse anvendes i 
forsøgsdelen af rapporten. På Figur 6 ses gensekvenserne for de forskellige MBD’er, 
hvor der vises hvilke domæner de indeholder og deres placering. 
 
MeCP2 
MeCP2 er mest udtrykt i hjernen (Kishi & Macklis, 2004) og har to domæner: det 
methylbindende domæne og det transskriptionelle repressor domæne (TRD). Det 
methylbindende domæne genkender det methylerede DNA og bindes til DNA’et 
(Dhasarathy & Wade, 2008). Det tyder dog på at MeCP2’s binding til DNA ikke 
nødvendigvis afhænger af DNA methylering, men det er ikke endeligt bekræftet endnu 
(Georgel, et al., 2003). TRD modvirker transskription, og det er vist at MeCP2 ændrer 
den globale kromatinstruktur (Skene, et al., 2010). Proteinets foretrukne bindingssted i 
humant DNA er sekvenser indeholdende CpG’er omgivet af AT-rige områder 
(Prokhortchouk & Hendrich, 2001). MeCP2 er også medvirkende til vedligeholdelses 
DNA methylering i samarbejde med DNMT1 (Kimura & Shiota, 2003). 
MBD2 
MBD2 er et multifunktionelt protein; Det er med til at undertrykke TS-gener, men der 
er yderligere fundet beviser, der tyder på at MBD2 også kan være med til at 
demethylere DNA, alt efter hvilken promoter det interagerer med (Bhattacharya, et al., 
Figur 6 Oversigt over MeCP2, MBD2 og Kaiso. Modificeret fra (Lan, et al., 2010). Kaiso 
genkender methyleret DNA via tre zink fingre, modsat MeCP2 og MBD2 der genkender 
methyleret DNA via methyl bindende domæne (MBD). TRD er Transkriptionelt repressor 
domæne, som modvirker transskription. 
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1999). Der er dog stadig ikke fundet endeligt bevis for dette, men MBD2 har en vigtig 
rolle i processen (Wang, et al., 2013) . Proteinet er den eneste af MBD’erne, som ikke 
har en specifik præference men blot kræver tilstedeværelsen af CpG sekvenser for at 
kunne bindes (Allis, et al., 2007). MBD2 kan gå i samspil med et proteinkompleks og 
danne MBD’en MeCP1, hvor MBD2 fungerer som CpG binding for komplekset (Wade, 
2001). 
Kaiso 
Kaiso er den sidst opdagede MBD og blev fundet i 1999. Proteinet indeholder tre 
zinkfinger domæner, som bindes til DNA’et, og et POZ/BTB domæne, som står for 
interaktioner mellem proteiner (Daniel & Reynolds, 1999). Kaiso’s foretrukne 
specifikke DNA-sekvens er ved mindst to symmetrisk methylerede CpG sekvenser, 
altså hvor en methyleret CpG sekvens er efterfulgt af én til flere methylerede CpG 
sekvenser (Filion, et al., 2006). 
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Metode 
I dette afsnit vil forsøgsmetoderne beskrives i den udførte rækkefølge. Først vil cDNA 
syntese beskrives, derefter Hot Start PCR og agarose gelelektroforese. 
cDNA syntese 
cDNA er blevet dannet af RNA fra cellelinjerne som ønskes undersøgt, SW480, 
HCT116 og DLD-1. Fremgangsmåden er gjort efter producentens forskrifter, samt 
udført af Kirsten Olesen (laborant på RUC) og er opsummeret til følgende; 
Kittet, der blev anvendt, er 
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 
(Applied Biosystems, #4374966). 10 
µl oprenset RNA (100 ng/µL) 
tilsættes 10 µl 2X Reverse 
Transcription (RT) Master Mix, 
bestående af en random primer, 
RNA-afhængige DNA polymerase 
RT, dNTP, RNase Inhibitor samt 
buffer, se mængder i Bilag A. Når 
hybriden RNA:DNA er dannet, 
denatureres det for at danne ssDNA, 
hvorefter ssDNA syntetiseres til det 
færdige cDNA, se Figur 7 for 
illustration. Der er under cDNA 
syntesen lavet en negativ kontrol i 
form af RNA tilsat MasterMix uden RT. 
Slut produktet vil derfor være RNA. Når 
der efterfølgende udføres PCR, vil dette 
fungerer som en negativ kontrol og 
illustrere, at cDNA er dannet korrekt. 
  
Figur 7 dannelse af cDNA med RNA som template. 
En oligo primer fastsættes og dNTP og RT tilsættes, 
derved dannes en RNA:DNA hybrid. Denne hybrid 
denaturerer og til slut laves en komplementær DNA 
streng til ssDNA. Det dannede produkt er cDNA. 
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Hot Start Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Der findes flere forskellige PCR reaktioner. I rapportens forsøg blev der udført en Hot 
Start PCR reaktion bestående af fem trin, hvoraf tre af trinene gentages i cyklusser, 
indtil en ønsket mængde dsDNA er formet. Forsøget blev udført ved at benytte Thermo 
Scientific Maxima Hot Start PCR Master Mix (2X) (Fermentas, #K1051) og følge den 
dertilhørende protokol se Bilag B.  
Første trin i reaktionen er opvarmning til 95o C i fire minutter. På dette tidspunk 
indeholder reaktionen Maxima Hot Start Mastermix (2X), Forward og Reverse Primere, 
ssDNA og nukleasefrit vand. Maxima Hot Start Mastermix (2X) består af en Hot Start 
Taq DNA polymerase, Hot Start PCR buffer, dNTPer og Mg2+. Hot Start Taq DNA 
polymerase, hvor det varmestabile enzym ’Taq’ er udvundet fra den termofile bakterie 
Thermus aquaticus, virker først efter opvarmning til over 90˚ C, modsat almindelige 
DNA polymeraser. Hot Start PCR buffer sørger for at holde reaktionsmiljøet ens under 
PCR reaktionen og Mg2+ er en cofaktor, der er nødvendig, da Taq DNA polymerasen er 
afhængig af Mg2+ for at igangsættes og kunne fungere optimalt. Dernæst sker der en 
fuldstændig denaturering af dsDNA ved 95o C i 30 sekunder, herefter sænkes 
temperaturen til mellem 50o C og 60o C, for at primerne kan anneale til ssDNA i løbet af 
30 til 60 sekunder alt afhængig af primernes sammensætning og længde. Til slut hæves 
temperaturen til 72o C, for at polymerasekomplekset kan initieres, og elongeringen 
igangsættes med en hastighed på 1 kb per minut, og dsDNA syntetiseres. Disse tre 
sidstnævnte trin gentages mellem 25 og 40 gange, alt afhængig af hvor kraftig en 
mængde DNA fragmenter man ønsker amplificeret, og hvor høj ens genekspression er. 
Når sidste gentagelse af elongering er kørt holdes temperaturen på 72o C i yderligere 4-
15 minutter for at sikre at al ssDNA er omdannet til dsDNA. PCR maskinen kan nu som 
sidste trin nedkøle og opbevare reaktionen ved 4o C. I Tabel 1 ses de benyttede gener og 
betingelserne for hver PCR reaktion.
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Tabel 1 Gener, PCR produkter og PCR betingelser. De tre understregede trin er de der gentages i 32-35 cycler alt efter primer sættene. RPLP0 er det anvendte 
kontrolgen, DNMT1, DNMT3a og DNMT3b er DNA methyltransferaser og MBD2, MeCP2 og Kaiso er de methylbindende proteiner anvendt i dette forsøg. 
 
NC-nummer Gen PCR produkt 
størrelse  
[bp] 
PCR reaktion 
Aktivering Antal 
cycler 
Denaturering Annealing Elongering Endelig 
elongering 
NM_001002 RPLP0 
 
110  
 
 
 
 
95˚C 
4 min. 
30  
 
 
 
 
95 ˚C 
30 sek. 
52 ˚C 
30 sek. 
 
 
 
 
72 ˚C 
1 kb 
/min. 
her: 
60 sek. 
 
 
 
 
 
72 ˚C 
4 min 
NM_001130823 DNMT1 
 
173 32 60 ˚C 
30 sek. 
NM_175629 DNMT3a 135 35 60 ˚C 
30 sek. 
NM_006892 DNMT3b 
 
191 35 60 ˚C 
30 sek. 
NM_003927 MBD2 
 
386 32 60 ˚C 
30 sek. 
NM_004992 MeCP2 
 
270 35 58 ˚C 
30 sek. 
NM_001184742 KAISO 
 
120 35 52 ˚C 
30 sek. 
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Agarose Gelelektroforese 
Til forsøget blev der udført agarose gelelektroforese, som er en metode til at separere 
DNA efter størrelse ved vandring gennem en gel. Da DNA er negativt ladet, vil det 
vandre mod pladens plus pol, og båndene vil blive separeret efter størrelse, hvorved de 
mindste fragmenter vil vandre hurtigst og have lettest ved at trænge igennem gelen og 
derved ende nederst på gelen. Gelen støbes som en 1 % agarose gel, altså bruges 1 g 
Agarose (Invitrogen, #078K0140) til 100 mL 1 · TBE Buffer (Gibco, #15581-044). 
TBE Buffer holder DNA opløseligt i vand og er deprotoniseret samt tillader strøm at 
vandre uhindret. Blandingen varmes op i mikroovnen i 3 minutter ved fuld styrke, og 
der tilsættes 10 µL Ethidium Bromid (EtBr, 4 mg/ml), dernæst hældes blandingen i 
gelformen. EtBr interkalerer sig til DNA og er flourescerende under UV lys, derved 
synliggøres DNA fragmenterne i gelen, efter gelen har kørt i cirka 45 min ved 140 volt. 
Til slut isættes kamme efter ønsket brønd-størrelse. Derefter stivner gelen og tørrer i 45 
minutter hvorefter den er klar til brug. Inden PCR prøverne bliver sat i brøndene 
iblandes de 1 µL loading buffer (Fermentas, #10787-018), som giver en blå farve, og 
grundet sit indhold af glycerol sørger for at tynge prøverne ned i brønden. I de yderste 
brønde tilsættes en Gene Ruler markør (1 kb Plus, DNA Ladder, Fermentas, #N3232G) 
for at kunne aflæse DNA fragmenternes størrelse. PCR produkterne angives i antal bp. 
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Resultater 
I det følgende afsnit vil resultater fra genekspressionsanalyserne for hver af DNMT’erne 
og MBD’erne i coloncancer cellelinjerne SW480, DLD-1 og HCT116 beskrives, se 
også Figur 8, a - g, og Tabel 1. RT negativprøverne og H20 prøverne bruges som 
negativ kontrol for korrekt dannet cDNA og kontaminering, og der forventes ingen bånd 
i disse. Hvert gen blev undersøgt i triplikater.  
RPLP0 
På gel a undersøges ekspression af genet Ribosomal protein, Large P0 (RPLP0), der er 
anvendt som en positiv kontrol for at teste, om der er cDNA tilstede. Da det er et House 
Keeping gen, forventes det at være til stede i alle celler. Der ses bånd i alle tre RT 
positiv prøver omkring 130 bp, og den forventede størrelse var 110 bp. Da der var 
genekspression i RPLP0, ved vi at der er blevet dannet cDNA af coloncancer 
cellelinjerne, og herefter kan rapportens egentlige formål udføres. 
DNMT’er 
På gel b undersøges ekspression af genet DNMT1. Der ses bånd i RT positiv prøverne 
for alle tre coloncancer cellelinjer og et svagt bånd i HCT116 RT negativprøve, alle ved 
omkring 190 bp. Derudover er der svage bånd af primer dimers i bunden af gelen. Den 
forventede størrelse for DNMT1 var 173 bp. På gel c undersøges ekspression af genet 
DNMT3a. Der ses bånd i SW480 RT positiv og DLD-1 RT positiv ved 190 bp. Der ses 
yderligere bånd i RT positiv prøverne for SW480 og DLD-1 ved omkring 280 bp samt i 
alle tre RT negativprøver. Derudover ses primer dimers helt i bunden af gelen. Den 
forventede størrelse var 135 bp. På gel d undersøges ekspression af genet DNMT3b. Der 
ses bånd i alle RT positivprøver omkring 200 bp og et svagt bånd ved SW480 RT 
positiv ved 550 bp. Derudover ses primer dimers i samtlige prøver. Den forventede 
størrelse var 191 bp.  
MBD’er 
På gel e undersøges ekspression af genet MBD2. Der ses bånd i alle RT positivprøver 
omkring 400 bp. Den forventede størrelse var 386 bp. På gel f undersøges ekspression 
af genet MeCP2. Der ses bånd i alle RT positivprøver ved omkring 290 bp. Den 
forventede størrelse var 270 bp. Båndet i HCT116 RT positivprøven er dog lidt 
utydeligt. Derudover ses to bånd i HCT116 RT negativ ved 500 bp og 800 bp og primer 
dimers i alle prøver nederst på gelen. På gel g undersøges ekspression af genet Kaiso. 
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Der ses bånd i RT positivprøverne for SW480 og DLD-1, og de ligger omkring 140 bp. 
Den forventede størrelse var 120 bp. 
  
Figur 8 Geler af følgende gener: (a) Ribosomal protein, Large P0, RPLP0, (b) DNA methyltransferase 1, 
DNMT1, (c) DNA methyltransferase 3a, DNMT 3a, (d) DNA methyltransferase 3b, DNMT3b, (e) 
Methylbindende Protein 2, MBD2, (f) Methylbindende Protein, MeCP2 og (g) Methylbindende Protein, Kaiso 
og deres ekspression i følgende tre cancercellelinjer: SW480, DLD-1 og HCT116. Positiv (+) og negativ (-) 
indikerer tilstedeværelsen eller fraværet af revers transkriptase (RT). Størrelsen på PCR produkterne ses i 
forhold til 1 Kb Ladder til højre og venstre for prøverne og er angivet i antal basepar (bp).  
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Diskussion 
Vi har testet, om der er ekspression af generne; DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, MBD2, 
MeCP2 og Kaiso, i tre coloncancer cellelinjer; SW480, DLD-1 og HCT116. Det 
identificerede mRNA fra forsøget viser kun, at generne er tilgængelige for 
transskribering, så for at undersøge om der sker udtryk af proteiner, skal der ske 
yderligere undersøgelser. Vi har vist en forekomst af generne DNMT1, DNMT3b, 
MBD2 og MeCP2 i alle tre coloncancer cellelinjer. Derudover observerede vi 
genekspression af Kaiso i to af de tre cellelinjer, SW480 og DLD-1. Der har udover de 
forventede bånd også vedvarende været uventede bånd for DNMT3a i alle prøver 
inklusiv RT negativ prøverne, hvorfor der ikke kan konkluderes noget definitivt for 
dette gen. 
 
I det følgende afsnit vil vi sammenligne artikler med vores resultater for at underbygge 
vores forsøgsresultater. Blandt artiklerne er der forsøg med coloncancer cellelinjer og 
coloncancer væv. Disse kan sammenlignes, da coloncancer cellelinjer formodes at 
besidde mange af de samme egenskaber som coloncancer væv. Derudover tester mange 
af artiklerne mængden af protein i coloncancer celler, hvorved det kan udledes, at DNA 
sekvensen for samme er tilgængelig for transskription. 
DNMT1 
Der er genekspression af DNMT1 i alle tre coloncancer cellelinjer. Derudover ses et 
svagt bånd i HCT116 RT negativ, hvilket kan skyldes kontaminering. Der ses også 
svage primer dimers i bunden, hvilket er interaktioner mellem forward og reverse 
primerne eller hairpin dannelse. 
 
Flere artikler har alle fundet ekspression af genet DNMT1 i coloncancer væv. Derudover 
har De Marzo, et al. undersøgt mængden af proteinet DNMT1 udtrykt i cellelinjen 
HCT116. Forsøget viste, at DNMT1 var udtrykt i større mængder i cellelinjen, end i 
normalt væv (De Marzo, et al., 1999; Robertson, et al., 1999; Zhu, et al., 2006; Schmidt, 
et al., 2007). Resultaterne fra de fire forsøg underbygger derfor, at vi kan forvente 
ekspression af DNMT1 i vores cellelinjer og dermed acceptere vores resultater. 
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DNMT3a 
Resultaterne for DNMT3a er tvetydige, da der ses flere bånd i samme prøver, og de 
ligger anderledes end forventet. Der ses ingen bånd for DNMT3a ved den forventede 
størrelse, som er 135 bp. De bånd der er tættest på den forventede størrelse, ligger ved 
omkring 190 bp, og ses i SW480 RT positiv prøven og DLD-1 RT positiv prøven. Der 
ses ekstra bånd i SW480 RT positiv/negativ, DLD-1 RT positiv/negativ, og HCT116 
RT negativ. Derudover ses primer dimers nederst i gelen. Båndene i RT positivprøverne 
for SW480 og DLD-1 RT kan skyldes primer mismatch, og at primerne derfor ikke var 
specifikke. Båndene i RT negativprøverne kan skyldes kontaminering. 
Grundet de ekstra bånd i RT positivprøverne og de uventede bånd i RT negativprøverne 
bør der fremskaffes nye primere, før forsøget køres igen for DNMT3a. 
 
Årsagen til, der ikke ses bånd i HCT116, kan være grundet methylering af DNMT3a 
eller genetiske ændringer, som fører til nedregulering af genet. Rhee, et al. har fundet, at 
proteinerne DNMT1 og DNMT3b kan samarbejde om methylering i HCT116, og 
Cheng, et al. har fundet at proteinerne DNMT3a og DNMT3b kan erstatte hinanden til 
en vis grad, hvilket kan indikere en mulig forklaring på, hvorfor DNMT3a kan 
undværes (Rhee, et al., 2002; Cheng, et al., 2003). HCT116 vil derfor kunne overleve, 
selvom vi ikke ser ekspression for genet DNMT3a, da vi har ekspression for genet 
DNMT3b i HCT116. Endvidere fandt Linhart, et al. proteinet DNMT3a udtrykt i 
coloncancer celler i mus, men betvivler vigtigheden af forekomsten, da de ikke fandt 
forskel i mængden af proteinet i henholdsvis normale celler og cancerceller (Linhart, et 
al., 2007). Schmidt, et al. opnåede lignende resultater ved forsøg i vævsprøver med 
almindelige colonceller samt coloncancer celler, hvor der sås ekspression af DNMT3a 
begge steder (Schmidt, et al., 2007). 
 
DNMT3b 
I resultaterne for DNMT3b ses ekspression af genet i alle tre coloncancer cellelinjer. 
Derudover ses der et ekstra bånd i SW480 RT positiv. Der ses også primer dimers i 
bunden af gelen. Flere artikler 
har fundet ekspression af genet DNMT3b i humane coloncancer celler (Robertson, et al., 
1999; Schmidt, et al., 2007). Artiklerne understøtter derved at der er ekspression af 
DNMT3b i vores forsøg med coloncancer cellelinjer. Yderligere information om 
DNMT3b er fundet af Linhart, et al., som undersøgte, om overudtrykt mængde af 
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proteinet DNMT3b har en effekt på coloncancer undersøgt i mus. Deres resultater viste, 
at DNMT3b var udtrykt i større mængde i coloncancer celler end i normale celler, og 
dette peger på, at DNMT3b kan have betydning for coloncancer udvikling (Linhart, et 
al., 2007). Da der er en sandsynlighed for at mennesker også har et højere udtryk af 
proteinet DNMT3b i coloncancer celler, kunne det derfor være interessant at undersøge 
i humane celler. 
MBD2 
I resultaterne for MBD2 ses ekspression for genet i alle tre coloncancer cellelinjer. 
Ligeledes har Schmidt, et al. fundet ekspression af genet MBD2 i coloncancer 
vævsceller. De har undersøgt genekspression i vævsceller, hvorimod Berger, et al. har 
undersøgt protein i HCT116 og fjernet proteinet MBD2 fra HCT116. Derfor kan vi 
udlede, at der i HCT116 var udtryk af proteinet MBD2, hvilket forudsætter 
genekspression af MBD2 (Berger, et al., 2007; Schmidt, et al., 2007), som vi ligeledes 
har påvist. Der har været begrænset litteratur, og dette kan skyldes at proteinet MBD2 
ikke har været undersøgt tilstrækkeligt i coloncancer, eller at litteraturen er svært 
tilgængelig. 
 
MeCP2 
Resultaterne af ekspressionsanalysen for MeCP2 viste genekspression i de tre 
coloncancer cellelinjer. Båndet ved HCT116 RT positiv er dog svagt, og der ses to bånd 
i HCT116 RT negativ, hvilket kan skyldes kontaminering. Der ses også primer dimers 
nederst i gelen. Vores observationer af ekspression i MeCP2 i alle tre coloncancer 
cellelinjer kan ikke direkte bekræftes fra andre studier, men Darwanto, et al. har fundet 
ekspression af MeCP2 i coloncancer væv. Derudover fandt Pancione, et al. MeCP2 
protein i cellelinjen HCT116, hvilket indirekte indikerer, at der også er mRNA tilstede 
for genet (Darwanto, et al., 2003; Pancione, et al., 2010). Samlet set tyder resultaterne 
fra ovenstående studier på, at der er ekspression af MeCP2 i både en coloncancer 
cellelinje og coloncancer væv, hvilket stemmer overens med vores resultater. 
Kaiso 
Vi fandt ekspression af genet Kaiso i to af coloncancer cellelinjerne DLD-1 og SW480. 
Lopes, et al. fandt derimod proteinet Kaiso udtrykt i coloncancer cellelinjerne DLD-1 
og HCT116, hvilket indirekte viser at der også er mRNA tilstede for genet. At vores 
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resultater ikke viste genekspression af Kaiso i HCT116 kan skyldes eventuelle 
variationer i cellelinjen HCT116. Prokhortchouk, et al. undersøgte og fandt også 
proteinet Kaiso udtrykt dog i coloncancer væv i mennesker og mus. Derudover lavede 
de et forsøg i mus, hvor de fjernede genet Kaiso for at stoppe udtryk af proteinet Kaiso. 
De fandt at mus uden proteinet Kaiso kan vise udsat udvikling overfor coloncancer. 
Dette kunne være interessant at undersøge i mennesker, da der er en sandsynlighed for 
at mennesker uden proteinet Kaiso, også kan være modstandsdygtige for coloncancer 
(Prokhortchouk, et al., 2006; Lopes, et al., 2008). Vi har ikke fundet ekspression af 
Kaiso i HCT116, men dette kan ikke bekræftes gennem anden litteratur, og derfor er 
resultaterne for Kaiso tvetydige. 
 
Sammenfatning 
Efter bedste evne har det ikke været muligt at be- eller afkræfte alle vores resultater, da 
alle gener ikke tidligere har været undersøgt i de tre coloncancer cellelinjer i dette 
projekt eller, at relevant litteratur har vist sig svært tilgængeligt. Dermed ses en 
tvetydighed mellem DNMT3a’s, Kaiso’s og artiklernes resultater. Det kan derfor ikke 
understøttes, hvorvidt der er genekspression af Kaiso i SW480, som vi fandt, eller i 
HCT116, som andre har fundet. Men ud fra den tilgængelige litteratur, har vi ved at 
sammenholde med vores resultater, fundet at der er ekspression af de undersøgte gener i 
mindst én af coloncancer cellelinjerne for hvert gen. Vores resultater fra DNMT3a var 
upålidelige, men ud fra de anvendte artikler, ville vi ved fremtidige forsøg forvente 
genekspression for DNMT3a i alle tre coloncancer cellelinjer. Vores resultater 
kombineret med tilgængelig litteratur har også vist, at undersøgte coloncancer 
cellelinjer stadig kan sammenlignes med coloncancer væv, da resultaterne 
tilnærmelsesvis stemmer overens. 
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Konklusion 
I denne rapport har vi undersøgt ekspression af generne for udvalgte DNA 
methyltransferaser og methylbindende proteiner i coloncancer cellelinjer. Vores 
resultater viser genekspression af DNMT1, DNMT3b, MBD2 og MeCP2 i coloncancer 
cellelinjerne SW480, DLD-1 og HCT116, og genekspression af Kaiso i SW480 og 
DLD-1. Genekspression for DNMT3a kan der ikke konkluderes noget definitivt for. Ud 
fra de anvendte artikler kan vi med rimelig sikkerhed sige, at vores resultater er 
plausible. 
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Perspektivering 
Vores ekspressionsanalyse af DNA methyltransferaserne DNMT1, DNMT3a, DNMT3b 
og de methylbindende proteiner MeCP2, MBD2 og Kaiso giver kun et lille indblik i den 
epigenetiske verden, men der er ingen tvivl om at epigenetik, som hovedsageligt dækker 
over DNA methylering og histon modifikationer, har en vigtig funktion for reguleringen 
af gener. 
Videre forsøg 
En oplagt mulighed, for at arbejde videre med vores problemstilling, kunne være at 
udføre Real-time quantitative PCR, og derved kvantitativt undersøge genekspression. 
Herved kan niveauet af gener bestemmes. Man kan for eksempel sammenligne niveauet 
af generne i coloncancer cellelinjerne i forhold til almindeligt væv, ligesom flere af 
vores artikler (Linhart, et al., 2007; Robertson, et al., 1999). For at undersøge mængden 
af udtrykte proteiner kan man lave et Western Blot, og for at undersøge proteinets 
funktion kan der udføres RNA Interference hvor translation af mRNA hæmmes. Når 
man efterfølgende sammenligner, en celle med udtrykt protein med den uden, kan der 
observeres ændringer af funktioner, i samme stil som Prokhortchouk, et al. gjorde med 
proteinet Kaiso (Prokhortchouk, et al., 2006). 
Behandling 
Kendetegnende for flere af de epigenetiske ændringer er, at de i princippet er reversible 
ændringer, hvilket betyder, at man potentielt kan udnytte det behandlingsmæssigt. Der 
findes flere produkter på markedet, som kan ophæve epigenetiske ændringer såsom 5-
aza-2’-deoxycytidin og Trichostatin A, som henholdsvis kan hæmme DNA methylering 
og histon deacetylering og derved genoprette ekspressionen af de epigenetisk inaktive 
gener (Jones & Baylin, 2002; Sekhavat, et al., 2007). Udfordringerne ved disse 
produkter er deres manglende specificitet, som betyder, at det på nuværende tidspunkt 
ikke er muligt at ramme specifikke gener, som er inaktiveret på grund af promoter 
methylering. Derimod vil man ramme alle gener som har hypermethylerede promotorer 
og altså aktivere gener, man ikke ønsker aktiveret. En anden ulempe er, at der efter 
behandling kan ske en gendannelse af den tidligere methylering via de novo 
methylering (Jones & Baylin, 2002). 
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Forkortelsesliste 
Bp   Basepar 
DNMT   DNA Methyltransferaser  
MBD   Methylbindende domæner  
PCR   Poly-Chain Reaction 
POZ/BTB Pox virus Zincfinger domæne/ BR-c (broad 
complex), ttk (tramtrack) og bab (bric á brac)  
PWWP Domæne i DNMT3a og DNMT3b af 
aminosyrerne Proline-Tryptofan-Tryptofan-
Proline  
RT   Revers Transkriptase  
TF   Transskriptions faktorer 
TRD   Transskriptionelt repressor domæne i MBD’er 
TS-gener    Tumor supressor-gener 
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 A 
 
Bilag A 
 
Mængdeangivelse for blanding af MasterMix til cDNA syntese (se side 
13). 
 
 
 B 
 
Bilag B 
 
Mastermix til PCR. 
Kittet til den anvendte Master Mix er fra Thermo Scientific Maxima Hot Star PCR 
Master Mix (2x) #K1051. 
Bemærk, der skal laves særskilt MasterMix for hver slags primer der ønskes undersøgt. 
Efter forskriften fra producenten er flg. udført; 
• Tø #K1051, primere, RNA-frit H2O og cDNA op og sæt på is 
• I 2 ml eppendorf afsættes 60 µl #K1051, 8 µl forward primer, 8 µl reverse 
primer og 36 µl RNA-frit H2O 
• Vortex og spin den rå MasterMix  
• I 7 0,5 ml eppendorf rør afsættes 14 µl MasterMix  og 1 µl af cDNA fra 
cellelinjerne; sw480 +rt, sw480-rt, DLD-1+rt, DLD-1-rt, HCT116+rt, HCT116-
rt og H2O 
• Spin ned 
 
